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CHROM. 5851 

COEFl?ICIENTS DE PARTAGE D’OLIGORIBONUCI,~OTLDES .DRNS LES 
SYSTTSMES SOLVANTS SALINS* 

SUMMARY 

The bchaviour of thirty-one 3’-exoguanylic and 3’-exopyrimidylic oligoribo- 
nucleotides was studied in a ‘saline solvent system’ used for the countercurrent distri- 
bution sf transfer ribonucleic acid, based on x.50 M potassium phosphate buffer, 
pH 7.0, s-methoxycthanol and. 2-butoxyethanol. Partition isotherms for di- and 
trinucleotides are given as well as countercurrent distribution profiles of pancreatic 
ribonuclease cligests of rat liver ribosomal ribonucleic acid and of tktra-, penta- and 
hexaribonuclcotides. 

The basic contribution of two structural parameters, nucleotide composition 
ancl ch,ain length (92), has been evaluated from their partition coefficients (K) at 20’. 

The logarithm of the partition coefficient (log J<) of 3’-exopyrimidylic oligoribo- 
nucleotides varies with the relative levels of Ap and Gp, expressed as the Ap/(Ap + 
Gp) ratio; log IC for the 3’-exoguanylic oligoribonucleotides is a function of the A/Py 
ratio. Log I< is also a linear function of 32 (within 2 < 12 < 7) for nucleic compounds 
of the type (Ap)m(Gp)J?yp with x -I- y = ~2 - I. Sequential isomers are not distin- 
guishable. The theoretical importance and applikations of these results are discussed. 

INTRODUCTION 

Les techniques analytiques ou pr6paratives mettant en oeuvre le principe de 
la separation liquide-liquide en continu (chromatographie de partage) et en discontinu 
(distribution B contrc-courant) d’acides ribonuclklues (RNA) ou de leurs compo- 
santes se fondent sur I’existence de coeffkients de partage (I<) diffdrents. La valeur 
du coefficient de partage est fonction de la nature du Isolut6, ribsnucldique caract6risd 
par les cinq paramBtres suivants: composition nucleotidique, &&ence, longueur ou 
--- ’ 
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masse, taux d’helicite, et conformation. A notre connaissance, 1’6tude syst&natique 
de ces param&res n’a pas 6tB entreprise pour les oligoribonucldotides. 

Dans un “syst8me solvant salin” d&ini par une composante inorganique saline 
(sulfate ou phosphate) et deux ou trois composantes organiques (acide, amide, amine 
ou ether-alcool), WARNIX IZT VAIMRERG~, puis KIRBY 2,3 observaient clue les fractions 
de RNA distribuees par contre-courant Btaient heterogencs. Les RNA solubilises prd- 
ferentiellement dans la phase superieure mobile (correspondant aux fractions & 
coefficient de partage eleve) sont plus riches en AMP clue ceux h coefficient de partage 
faible qui renferment davantage de GMP. MCCORMICK IZT DocTOR4,S confirmaient 
ces observations sur des oligoribonuclhotides obtenus par action de la ribonucldase 
pancreatique; ils isolaient par distribution h contre-courant deux hexanucl&otides, 
deus heptanucleotides et un nonanucleotide provenant de tRNA de levure. Dans 
un “syst&me solvant organique” oh les acides nucldiques sont solubilis6s sous la forme 
de sels d’ammonium quaternaire, ZAC~AU~ a montre que la chromatographie de 
partage est plus sensible a la composition en bases qu’h la charge nette des oligori- 
bonucldotides (acides oligdadenyliques par exemple). 

MAT&RIEL ET MtiTHODIZS 

‘Les oligoribonucleotides 3’-exopyrimidyliques du type (l~~)~-~L-‘yp ont 6tB prd- 
pares par action de la ribonuclease pancreatique (EC 2.7.7.16) sur du rRNh, puis 
fractionn& sur une colonne de DEAE-cellulose & pH ldg&rement basique, en prdsence 
d’uree 7 M, selon la m&thode de TOMLINSON ET TENER’. Chaque fraction, apr&s des- 
salage, est rechromatogt=aphiBe sur une colonne de Dowex I Xz & pH acide, 

72 mg de rRNA de foie de Rat (prepare dans notre laboratoire8 par extraction 
phenolique a froid et elimination des tRNA en solution dans l’accitate de soditin! 
3 M, pH 5.0) sont dissous dans 6 ml de tampon Tris-I-ICI 0.025 M pH 7.8 et addi- 
tionn& d’une solution (0.1 ml) de ribonuclease pancrdatiquc (Sigma) a IO mg/ml. La 
solution est maintenue g pH 7.8 pendant 16 h par addition de I<OI-I 0.33 N, dans un 
b&n-marie a 37”. La solution est errsuite d6posee sur une colonne (I x ‘60 cm) de 
DEAE-cellulose (Serva) prealablement Bquilibrde dans le tampon Tris-WC1 0,025 M 
pH 7:8-u&e ,(Merck) 7 M, puis 6luBe’au”moyen d’un gradient lir&aire en ,NaCI (o.oo- 
0.30 n/z, 2 1). Les fractions (15 ml/To min) de chaque oligonucleotide (di- aux hexanu- 
cleotides) sont rassemblees, diluees cinq fois avec de l’eau bidistill&e, puis adsorb&es 
sur une couche de DEAR-cellulose disposee & la surface d’un entonnoir B verre fritt9 
et lavees abondamment jusqu’a la disparition des ions Cl-. Les oligonucl&otides sont 
alorsBlu& dans 50-100 ml d’une solution a 1% de bicarbonate de tri&hylammonium 
fraichement pr&par&. La tri&hylamine est ensuite chassee SOUS courant d’air froid 
et la solution lyophili&e. 

:’ ” Les dinucldotides (360 U,A. a 260 nm)' sont fractionn& selon la technique de 
AOYAGL ET INOU@ sur colonne de Dowex I X2 (200-400 mesh), &quilibr&e dans WC1 
0.005 N, & I’aide d’un gradient lineaire en NaCl (0.00-0.35 M, 2 1). Les trinucleotidcs 
(450 U.4.) sont fractionnes de la m&me man&e, au moyen cette fois d’un gradient 
1incZaire en NaCl (o.oo-0.60 M, 2 1) dans I-ICI 0.01 hr. L’identification des cl&et des 

l AbhMittions: PLY = purind; Py = pyrimiclinc’; rRNG = RNA ribosomiqtic. 

1. Chomatop., 67 (1972) 277-290 
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trinucldotides purrs a et& vdrifiec par spectrometrie d’absorption en ultraviolet, B 
partir des con&antes spectropl~otom~triques indicluees par STANLEY ET Boc~~10 et 
TOAI. et aZ.ir. Les fractions des t&a.-, penta- et hexanucleotides ont dtd directement 
distribu&s par contre-courant. 

Les oligoribonucleotides 3’-exoguanyliques du type (A, Py),,-rC;p ont &B pre- 
pares par action de la ribonucldase T,, (EC 2.7.7.26) sur du rRNA, fractionnds sur 
colonne de DEAE-Sephadex en presence ,d’ur& 7 M, puis apr&s dessalage de chaque 
fraction, chromatographies sur une colonne de Dowex a pH acide. 

23 mg de rRNA de foie de Rat, dissous dans 3 ml de tampon Tris--WC1 0.025 N 
pH~7.G--KC10.025 M-MgCl., 0.01 Af, sont abandon& 20 h a 37”, en presence de loo@ 
d’une solution de ribonucldase T1 (Sankyo) a 2,500 U/ml. La solution est deposee sur 
une colonne (2 x Go cm) de DEAE-Sephadex A-25 equilibree clans le tampon Trisl 
WC1 0.025 M pH .7.8-u&e 7 M, puis elude au moyen d’un gradient lineaire en NaCl 
(0.10-0.30 iW, 2 1). Les fractions (18 ml/ro min) des di- et des trinu&otides sont 
rassemblees, cliludes cinq h dix fois et adsorb&es sur une colonne de Dowex I X2 
(200-400 mesh) &p,Glibrc5e dans E-ICI 0.01 N, puis BluJ!es avec un gradient lineaire en 
NaCl, respectivement de 0.00 a 0.30 et 0.50 M selon la technique de AOYAGI ET 

INOUE12. 
, 

Mesarre et calcul da4 cocJ?cient de $artuge 
Le systeme solvant salin utilisd, decrit ailleursl3, est constitue par 6 ml de 

tampon au phosphate de potassium 1.50 M pH 7.0, 2 ml de methoxy-2 ethanol et 
d’un volume variable de butoxy-z dthanol (0.8-3.0 ml). D’apres nos conventions, 
c’est Ie systeme PMI3 h 9.1--27.3~/~ de butoxy-2 ethanol. Chacun de ces systemes 
solvants est introduit dans un tube de verre h bouchon rode et BquilibrB au bain-marie 
B la temperature voulue (_4 I”). Par tube, on ajoute 1-3 U.A. a 260 nm de l’oligonu- 
cleotide $ analyser, prdalablement dissout dans TO ,ul d’eau. L’ensemble est Bquilibre 
apres trois cycles cl’agitation manuelle de 30 set chacun environ. Apres quelques 
minutes de repos, les deux phases sont pr&levees separement et la concentration en 
oligonucleotide de chacune d’elles est cleterminde a cleux longueurs d’onde adequates 
au’spectrophotom&tre Zeiss PM Q II. Le coefficient de partage K est le rapport cle 
l’absorbance mesuree dans la phase superieure B l’absorbance mesuree dans la phase 
infhrieure, 

La connaissance des coefficients de partage Izt de deux ou plusieurs solutes i 
d’un melange constituds par les taux PC de chaque solute, tel que $I = i/a + b + 

1 . . + i, permet de calculer le coefficient de partage resultant I< en appliquant la 
nouvelle relation : 

t J* a zfit -- 
1 + JQ I<= ; -- 

2 $1 
1 I + 1~ 

Lorsqu’un oligonucleotide ou un melange d’oligonucleotides a 
par contre-courant, le coefficient de partage I< du solute qui apparait __ __ ~ _ 

6th distribue 
au. niveau de 

l’t5lc!ment de rang Y apres it transferts; pour un distributeur possedant t &lements, 
est donnhe par les relations: 

(4 
4. J. Chwmato~r., 67 (1972) 277-290 



280 J.-P. GAREL, J.-C. JORDAN, I’. MANDEL 

“-g- 
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quand Y > t (3) 

Elle est: effectucZe avec un appareil EV-800 de 160 Bl&nents de 3 ml de capacitd 
pour chaque phase, commercialise par la firme Wright Scientific, Kenley, Great 
Britain. Le distributeur est place dans une salle & tempdrature rbglab1.e h 0.5” p&s. 
Le systeme solvant salin I?MB utilish est constitue par 1.2 1 de tampon phosphate 
de potassium 1.50 iI4 p1-I 7.0, 0.4 1 de methoxy-2 ethanol et d’un volume ad&q,uat 
de butoxy-2 ethanol (indiqud sur les figures), Les distributions ont 6th realisdes h 20’. 

Apres pipettage de la phase inferieure du systkme solvant pr6alablement Bquilibrc? h 
2o”, on dissout 75-150 U.A. a 260 nm du melange d’oligonuclbotides dans IOO ~1 d’eau 
bidistillee qu’on depose clans l’dldment 0 du distributeur. Le reservoir contenant 
500 ml environ de phase supdrieure est connect8 avcc 1’616ment 0. Les pQriodes 
d’agitation et de dkantation sont respectivement fixees a 3 et 4 min. Apr&s le dernier 
transfert, on ajoute .I ml de methoxy-2 ethanol dans chaque BlQment, on agite une 
nouvelle fois pendant 5 min et apres une derniere dkantation, on prQl&ve la phase 
supkieure pour mesurer son absorbance & 260 et 280 nm, clans une cuve de 1.00 CM 
de trajet optique. Lorsqu’on d&ire conserver le solute, on effectue une distribution 
prhparative avec une quantite dix & vingt-cinq fois supdrieure d’oligonucleotides. Le 
contenu des,Bldments est rassemble par fractions de cinq a dix elements distributeurs. 
Pour transferer la totalite du solute dans la phase superieure, on ajoute To ml de 
m&hoxy-2 6thanol et on Bquilibre a --15”, On p&l&e la phase supkieure qu’on 
extrait deux a trois fois avec un volume d’ether di&hylique. On recueille la phase 
aqueuse qui est dilude dix fois environ avec de l’eau distillde ct adsorb&e sur une 
petite colon& de DEAE-cellulose. Apres un lavage abondant, les oligonucldotides 
sont extraits comme inclique precedemmcnt par une solution Zt 1% de bicarbonate de 
triethylammonium. 

.’ 

Cont$osition en. bases 
Nous avons adopt6 la methode de dosage spectromdtrique de EhSTl” en chroma- 

tographiant l’hydrolysat alcalin sur une courte colonne (015 x 2 cm) de Dowex 50 W 
X4 (200-400 mesh) 81uee avec 15 ml environ d’eau distill&. Chaque composante des 
deux paires de nucleotides (UMP Jr GMP), puis (CMP + AMP) est do&e par spec- 
trophotometrie B deux longueurs d’onde h pII 1.0. La quantite en picomoles de 
chacun des nucleotides est calculc!e & partir des relations suivantes: 

UMP = 0.285 A2,6 - 0.346 ASa (4) 
GMP = 0.201 Agerj - 0.044 n,,, (5) 
CMP = 0.086 13,s; - 0.019 Uza, (6) 
AMP = 0.078 B,,, - 0.035 Bzeo (7) 

air A et B reprcksentent les absorbances aux longueurs d’oncle incliquees en indice (nm) 
du volume total de chaque Bluat, iu h pN I,O. 

L’isolcment de di- et de trinucleotides de composition et de sequence ddfinies 

.I, C~J+‘++ZtZdO@‘., 67 (1972). 277-290 
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10 20 30% BUO 10 * 20 3O%BuO 

Pig. 1. Isotl~crmcs clc pnrtngc h 20~ clc cJinuclboticlcs 3’-cxopyrimiclyliqucs clans Ic syst&mc ‘sol- 
vant PMR (phosphate clc potassium J .50 h/l ~1-1 7.o-mdthoxy-2 Ethanol-butoxy-2 bthanol, 300: 
I00 : vnriablc) . 

Fig. 2. Isothcrmcs clc partngc ri. 20~ tic trinucl&oticlcs 3’-cxol~yriI~iiclyliqucs &ms Ic systbmc sol- 
vant PMB, 

nous a permis de d&rminer leur isothermc de partage B 20°dans le syst&me solvant 
PMB, pour des teneurs croissantes en butoxy-2 Bt+anol. Les courbes reprdsentatives 
sont indiqu&es par les Figs. 1-3. On remarcpie l’influence d6terminante des teneurs 
en Ap (ou A) et en Gp (ou G) sur la valeur du coefficient de partage. L,ds valeurs 
maximales sont attribuees aux compos& ApUp ou ApCp, ApApUp ou ApApCp et 
ApApGp, les valeurs les plus faibles aux compos& riches en G tels GpCp et.UpGp, 
GpGpCp et CpCpGp. G6nBralement la contribution des nucleotides pyrimidiques 
(Cp et Up) est tr&s voisine, sinon idenlique. Les pentes de l’ensemble de ces isothermes 
sont bcaucoup plus faibles que celles de pplynucl&otides comme les RNA de transferP. 
Comme nous l’indiquions, la pente est fonction de la masse du composB ribonu&ique; 
elk est d’autant plus prononc4e que la longueur de la chaine est plus grande. Cet effet 

I I 

AACI 

tU.AK3 

lc.Am 

IC.UIQ 
ccc3 

I I I I 

10 .’ 20 30%Bu0 _‘. ~ 

Pig, 3. Isothormcs cl0 pnrtayc B 20’ clc trinucldoticlcs 3’-exoguanyliqucs clans lo systbne solvsnt 
PMB. 

./. ChVWldO@‘., 67 (1972) 277-290 
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I;i&,!:$ Di&rilju$ion-, &: contre-couraxit d’oligoribonucl0olide~. 3,-cxopyrimidyliquoR &:20? sut ,16b. 

transfer ;c@n,a le ,ay!i@mot ,@vant P3!?3. Q I 2of4,. de butoxy-2. Ethanol. (a).; TQtraribonuclBotides q 
(b)“Ij~?i;a~l:lbpnuclr5o~i~~s: (c) hqxsHljo~ucl8oliclgs. Ces.ojigoriiic166~idcs’on.t: dt& obtcnus p&r &tioi 
de Ih ~l,bonSclrSasd’p’a;ncrOi~q~~ sur du j rRNA dc fdi&&SRtiit (Gdii ~r%T’~dims) ;’ La courbc 6n pof n’-: 
t;illc!~.&i~(a) .rep,r&cnt,c’ lo~p~ofil~calcul~ d’un. i%mposO~aya~t~ld cocffkAcnt~clc partugc du t&ranuclGo- 
“‘~~~~.~(t\P).?~Bc~.ioltl.(IpP),s;Pu$., -:.,, .,: ,,, /j, , !I’:: :’ 

. . . . ‘. ‘,: ‘, ” 
,‘, :, I / Ii ,.,; / ,’ 

: .. 
J 

: I I 
‘I ;:, , , ., ,I:, 1,’ ,> ‘. , , : .,_” 

apparait dc&!j&‘c$and’on kom~a~e 1es“pentes des &mill& des din&k&.$s’~ ~elk d& 
trinucl&tides; ,’ ” ” 

I& ‘Figs. &I,-C ydefinisse’nt le ,profil d’absbrban&a”i& I&I’& kra-, penta- ‘et 
hexanuclkotides f-exop'jirimidyliques, a&s iune distribution a contre-courak ‘3 
20~kik f6o’transfert.s;’ ,dans. le syst&me’ soli;iant PMB B 20b/~ de’ butoky-z’kthanol. ‘,&I 
remarque que les pi& is&s corrksporident ‘par leur nombre ‘et l&r importance relative, 
au nombre et, B la ,nature, des .isqm&res, s~qt&ntiels du type ,AiG,?y akec ‘jG’+ y ‘d :, 

‘tz? .I, car&cterises de gau,chc ,ib dro~te’~par 1;: substitution progr&si+e d.e G ‘par ‘A. :. 
La superposition de la Fourbe de distribution,, gauss&me (Fig;’ 4a), c,alcuke ‘p&n t ‘par, ,I 
‘point au ,, moyen des: formules ,, d,e rdcu~enc~l$lonn$& ‘par WIX~EI$, indique d’une II 

part un @mportement normal des dbmposCs _n$cl8otidique&dans’un “syst&me sol&t 
salin? Yet !d’autre ~a~!,I’dciuival’ende.-dei ~n’ticlkkides &imidiqu&s en.‘bout ‘de ch&e; ” 

‘,;.’ ,/ ‘, ,/. ,..;. 
Aucun: ,de,Ees .~prc$ne’~se ‘d@double, ‘mdme ~Ikg&=&nent; 1 I/ 

.’ ” ‘. ,,On notera &pendant ipe les composantes ‘riches dn G sont un peu moms t ,’ ,: 
?~on’d~~~es’ hue. celles ‘aches, eii’ I?r, Ce ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ ‘~~” i;$rtie ‘pi ‘not~~.‘~~de 

d’extra+tion .sommaire,: le ml de methoxy-2 ethanol ‘rajo& aux ,6.ml de solution’, 
~ c’on~,~~,~dang’~h~~b~~“de2! Bl~~en~s,~li,:distrisii~~ti ‘~~~~ le, ibdidm~,,~r~~~fr~,,;~~~~~~~~;i;l 

‘..,, , f ., ,‘,., ‘) ., 
‘,$ 1~~~~rij~~~~~,~6i..,,~~~~~~;~,,~~~!.,,;’: : 

.;’ 
i ,’ 

,.’ 
,,+y,‘F f .’ 

I .,‘. .,. 
;, ,’ ,:‘, ,, : ,’ .‘, 
;,, :,: . . . .‘, 1’. ,, ‘: :,,-., >‘, , ., .’ : ..,. ,. ,,. /, 
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TABJJZAU I 

ChRACTtiRIShTION SPECTROMtiTRIQUE DES TdTRh-, PPNTA- ET HI!XARIBONUCLfkOTI.DES DISTRIBUl%S 

x CONTRGCOURAKT (I;i@. @-C) 

Oligoribo- Dislvz’bulion Distribution pE2 I PW7 
nztchfolida lh!o,ique obsevvh -- 

Taux d’absovbancea Taux d’absovhancefi 
-_I-------- ------- -- 
a.50 ‘270 280 290 250’ 270 a80 290 

GtlPY I 0.8 1.00, 0,76 O.fjG 0.36 1.15 o-73 0.53” 0.25 
G&‘Y 3 2.6 d.54 0.80 0.5G 0.33 0.98 0.76 0.50 0.25 
GM’Y 3 3-o 0.81 0.87 0,Go 0.40 0~72 0.80 0.4Q 0.20 
&PY I 7.3 O.t.30 0.80 0.4G 0.22 0.86 ‘0.74 0.36 0.15 

GJ’Y 
G!APy -t 

0.7 
312 0.83 0179 0.59 0.37 I .02 0.78 0.50 0.20 

G,A,Py 6 62 0.83 0.80, 0.56 0.35 0.98 0.80 0.50 0.24 

GAEJ’Y 4 z’; 0.8,2 
0.85’ 

0*77 0.45 0.22 0.88 0.78 0.44 ;o!‘io ’ hJ?y I 0.78 0’.30 0.15 0.84 oi72 0.32 ,‘o.oS ., 
GPY I 0.8 

Ga AJ’Y x,2 ’ 

G,A,Py 

12 

4*I 0.90 0.78 0.52 0.33 0.99 0.76 0.47 :0.23 ,,; 
G,A,Py IO 9.0 0.87 0.77 ‘0.47 0.24 0.94 o-77 0.44 I’ 0.19 
G&W 5 412 0.85’ 0,80 0.4G 0.20, 0.90 0.75 0.39 0.10 
&Py I I.3 0.84 0.80’ ‘0.47 0.12’ 0.84 0.76 0.39 :.’ ‘0;10 

,“. 
._.--- 

b Tsux d’absorbancc calcult h p~@r dcs nbsorbanccs B 
b ccllc luc & 260 nm. 

250, 270,280 fh 290 nm rap~ortbt+ 
.’ 

,.‘. 

1’Quilibre des, phases realisd avec le systPme solvant initial et permet de ‘transfker 
dans !a : nouvelle phase superieure -utili&e pour la .“mesure de l’absorbance&la 
quasi, totalite, des composantes solubilisees clans la phase infkieure.’ 11 est : p@$bk 

qu’une partie des substances & faible coefficient’ de partage, du type’ G&Py !‘ou: 

AG&Py, ‘ne soit pas completement extraite. I1 est toutefois plus vraisemblable que 
la repartlti,on de ces oligonucleotidesdonn6e dans le Tableau I reflete la composition, 
du rRNA hepatique. HIGAWI et al.1° ont montre que la. repartition des di-, et trinu- 
clCotides obtenus,par action de la ribdnuclease pancr&tijue sur des rRNA 18’ 3 $28 Sk 
de foie de:,Rat s’ecartent d’une distribution albatoire,. Le’taux des ApApUp et ApApCp’ 
est. nettement supkieur a .celui :des, GpGpUp .et, Gp,GpCp. ., ,, I :, , t ,. ‘,/, ,, 

: 1, ,:) ::Les,isothermes de partage.des di: et: trinuclbotides: et les distrib,utionq acontre- 
cou+it .des t,etra+,’ penta_’ et, lielianu~l~~tides”p~f~~tte~t “de” calculer le’ coefficient; de 
partage de 3I’ compo&s, dans le syst8me solvant’ PMB & 20% et & 20”. Ces valeurs 
sont~indi+.i6es ,dans le’ Tableau XL : NOU’S “avons ! Bgalement %ientionn& (colonne i .de 
droite) le coefficient; de ,.partage!:‘&.r’auriit; un‘~r#lange de nucleotides correipondknt 
&la’ ‘Coinposition~ de’,l’~~igonu~lCdtide situ’&sur. l~i;co16nn’ei~eI,gaucl?ej Ces,r$$ltats font I 
ag$,q& ,l’~qn’;y+ si;v&:les.~, valetirs~indi~uees kn $+te~.pouy;~les! q’uatrk ‘nucl&tides:fck-s 
d&ientau&:* Les valeurs’$$nsi calculees;‘d$ces .,coefhcients ide pie%@: sbnt, ~&l~i~~: 
A&fik;@&$e$s( ;t&idis: ,qG&‘:!celles;. &&; ,~uclCsbtides:‘,encliaink$’ lefi i dli&‘&$& ’ divet;gent! 

~@&&~~~e~&$ ~e’.~:‘~-~~o’~ijdu~;le~‘hexanu~~~oti~e~,’~ontresi~pl~‘i)ient;de ~&:4;@$~r: 

,,: 1~~“‘~6~~iiu~le~t~~~~~i $J$)&&~$&~t~ :& , $&& ‘$@ f,do~$~~@&&&~j ~nfiu@&, l&r) 

rda’h&$$&,$b; ab irUcl~~jid~~:~~~~ti~~tif~ -d!irn;,b;ligo~urlt?olide;l)l‘l:~st :p~~_6ntye,d~seneibleI 

,‘: 
.,,, 

~;lbl,ub~~r~~~~~~.~~~~*~~~~,j2,,~~~~,: 

,, .,,‘. ,; 
,, ,, .,, ,,. : ,’ 
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TABLEAU II 

J.-C. JORDAN; P. MANDEL. 

COEPFICIENTS DE PARTAGE DE QUXLQUES OLIGORII3ONUCLl%OTIDES 

PMB b 20% IET 20’ 

I< log I< IC” 

- 

APCP 
GPCP, 
APUP 
APGP 
CPGP 
UpGp. 

APAPCP 
(~PGPKP ’ 
GPGPCP 
APAPUP 
(APGP) UP 
APAPCP 
(APCPFP , 
cpcpc;p . , 
(ApUp)GP;: ” .: 
(CPU~ZGP : 

I:10 O.OL! 

0.53 -0.2 8 

6.35 -0.4G 
0.30 -0.52 

1.40 0.15 
0.40 -0.40 
T. .30 O,I2 

X.10 a.04 
o-43 -0.36 
0.34 -0147 

1;80 0.25 
0.7G -0.12 

0.27 --0*57 
I .80 0.25 
0.84 -0.07 
I *50 0818 
0.80 -0 IO 
0.48 -0.32 
0.95 - 0.02 

0.59 - 0.23 

0.20 -0.70 
0163 - 0.20 

1.38 0.14 
2.6.5 0.42 

0.14 
0.36 

-0.s.q 
-0.44 

0.82 -0.09 
,x.76 0.25’ I 
.3-70. 0.57 \; -.: 1 

O.IO..’ ; -1.00 

oi3.3 ,, ; :.0.48 ’ 0*57 -0.25 
:x.00 ’ 0.00 

,m ,,:,2.65 ;: :. ,0.42 

A,C 
G,C 
A,U 
A,G 
C,G 
TJ,G 

A,A,C’ 
-‘A,G,C 
G,G,C 
A,A,U 
A,G,U 
A,A,G 
A,G,C 
C,C,G 
A,U,G 
C,U,G 

I .’ 

0.64 
0.43 
o&o 
0.77 
0.43 
0*47 

0.78 
0.61 

0*4G 
0.76 
o.Go 
0.87 
OS51 

0.41 
0.60 
0.40 

0.48 
0.5G 
o.Gg 
0.84 

0.49 
0.55 

’ o.GG 
0,7Cj 
0.88 

‘,: 

DANS LL SYSThE. SOLVI\NT, 
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l;,, 5 10, 15 fractipm .20 ; 

Pig. 5. Dist~ibulion & kontre-c&want d’oii&oribonucl&otides 3’-bxopyri~idyliqlies;” 6btcnus j&k 
action de la ribonucl&se pancrOstiquc sur du rRNA dd ‘foie de Rat (voir ,MI~TNODES), B 20~ sur 
1Go trnnkfcrts dans lo sysl&mc solvant .PM-B h, zo‘&do buloxy-$ &zhanol. I, , ‘, ,!; ,,!. ., : 

,‘.‘, “., ., L ., I ;: _,, ! , “” ,. .:,; ‘,. :,: .. 
;, I, ‘; ,,. .” ,,,(’ 

21, contre-&rant’ sur $6o’tranSfei& &$o” ’ , ,dans .le &&t&k ‘@II@‘, ii .&%,i’ I&i, rapport 
P,u/,Py permet d’estimer:la, longueur moyenne des oligonuclC;otides, ?,F l’ordre, de 4-5 
p,ouri les fractions ext$me,& pluS, cou1&$(4~3) pou~~lksfractioiis m,oye~rin,es~ ,$l)on’ad,met 
les r&ultats de .HnDJI,OLOv et .~11,~~4!,. s on peut I penser, clue ;les ~:oligonuc&5otides : des 
fractions extremes sqnt localis&. au voisinage des bouts de. chafne. ,des ‘rRN,A:h+& 

mi&&lues ,des’ rRNA de 
g$K+i. ,/’ ,I., ,“,. 

,‘.’ , ,’ ,.. ,, .! ,1;’ ’ ,j ‘/ 

.: ,,I,’ ( ; : , ” .; I ,.‘; ;,I ,, ,,, I, 

COMPOSITION RN BASRS ET PARAMBTRRS STRUCTURAUX DES FRACTIONS DR rRNh HYDROLYSfi 
PAR LA RIBONUCLtihSR PANCRfiATIQUE YET DISTRIBUfi A CONTRR-COURANT DAN9 LE SYSTibWZ SOL- 

ynNT:PMB (Fig. 5) , ,., ,: : ,:’ 
Distribution S!L contrc-cournnt : 140 transferts, 2o”, syst&mo solvant PMB & 2o”/4 ‘dd ‘butoxy-2 
&haqol., Lc$ cocfficienls’.de partage sotit ~cslbul& ‘selon,la formule 2’: Chaque’fraction ‘rassemblo lo 
con$onu de duit tubes clu )dist@buttiur. La composition en’ bases est’.faito scion ,I& technique de 
d&ago spect;rophotom&rique de EAST!* (voir. M&THOD’II;S).: ‘. ‘. .‘:: : .,’ : L. :: I. : 

../\‘, ,.,.. ,1. ‘,(, / ., \ , <, ,*. 
z+action: : ,I :: . ., ,. I,.,, 1 I ::’ 

;,,* -. ..‘.,;,:.. ,.,, ‘( ,., 
‘:: : ‘, I ,. ,., I .,-a .’ _ 

a 4 6 * /‘1 ‘fb’:’ :..: ra’ ,,. ,‘rq,,. ,..; yb’:‘: \,: ,*g ! ‘s_ 

VA40 7*8 I2.I’ ’ 18.4 
\,\‘,“S 

IS.3 17.2, 17.4 21.5 22.9 20,o 
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. 

Fig:d. Disgrammc semilogari~llmiq~l~,donnant la variation du coefficient do partagc K d’oligo- 
ribonucldotides en fonction de leur tcncur rclativc cn A et G. Lcs valcurs de IC sont indiqudcs 
da,ns le. Tableau .I1 .pour. la courbo b .ct clans le ,Tableau III pour la courbc a ; 011~s~ ont et0 Btablies 
&‘$&‘!avec le .gy&Q~e'&lvin~"'PMB & 26% de bL&jjqr.2'&hanbl, -” “’ ’ 

<r ,. _, .v,‘., ,! j ‘: I :. i , “; 1 ,. .::., .,,...“.., i, ‘, 
Fig; 7.,,Diagramme semilogarkhmi~ue do&ant! Ia variation clu’cocfficiefi’t de partage iC d’oligo: 
ribonucl&kides .~~~-:dtibIjj;~i~iduii!cjties’ en for&ion de la’ tencur”r’eIativd en ‘pi’ et G. Les valeurs de 
K~~onf’~ndiquBes~dan$ let~bleau IV,et ant: Qte ,mesur&s’dansle systemc solvant SAFE BpI-I 3.25 

selqn~MCCoR,~Ics:gZ,Doc,~oRI. ; : I ‘, :,,’ , :, ,, (_ : ,, !, ,. ,, , i , I ,’ ,:. : 

,i;., .:‘,,;..,.‘,: ,y .,’ 
I’.’ “” : ,,‘j,s ,h / ” 

! 
. : “.’ 

.’ 
i. 1, ,I ,, :. : ,I ._. 

! . : ,. 
, 

pzifta&e ‘@ie ,nous avons cakul4k pour cinq oligonuclhotides (Tableau Iv), ~~,!+rib.u,+ 
d&s k 
; :.,, : y ;,. , >;: ,: 

.$&&me solvant salin SAFE (sulfate d’ammonium-acide acdtique-formah%le- 
,, ‘. “i,,:. ;, .!’ .: ,:: ‘. : . ‘: ., I I ; ‘I : : : ..’ ‘,. ,, , “,;,F.,.‘,‘, ,, ; 

: ,:i.“,*, :‘I.. :; ,j : ” ” , ,‘,.:,. .‘,.,. : : /, ,’ ; 

TA$LE+U IV I,.., .: i ,, 

‘,. I’, ‘.‘,,I:,:.: , ,aj ,, ,! ,‘.:,: .;.: ,. :,:. ;, ‘I, ‘/ ,, i :;, ._;,, <,;:’ ., ,,I . ! ,,.I y_, . 1,; j. 
PAX+&‘SI+S +3!RUCTUR&JX:‘DES: PRACTI&S ,,?I% “di.N&CORE’: WYI;RbiYSl% ,PAR .LA RluONU.CLJ%hSTE 
‘&%Nc@ATIQUE,,ET; .DISrnIBUti A COWTRE_COURANT~.&NS;LE. SYST$ME SOLVANi SAIW :, ,I,, : : ‘, 
McCds&cic ET DOCTORS, ont utilist! le sy&me solvant SAFE: ‘1260 g do sulfate d’ammonium clis- 
sout dani”4,ooo ml d’eau contenant 40 ml d’acide ac&ique (pH final 3.25), IGO ml dc formamide 
ct,~,r;600. ml. d%thojiy-2 dthanol. ,La distribution Q contrc-courant a dtd ‘mite: gur 225, transfcrts,. 
Chacjuc :fraction. yaqsemble, le contonu de ,s+c tubes.:. :. ., -- ‘i.-- l___l_.._ ___-__..__-_-.____-mII ..__~_._, 
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Bthoxy-z ‘8thanolj pH 3.25) se placent sur la droite (b) ,: sauf le point representatif du 
nonanucleotide (Ap)JGp)&p, isol@ de tRN.4 de levure. . : 

(.’ ’ Les courbes (b) des Fig: ‘6 et7 expriment une,loi. g&kale de comportement des 
oligoribonucleotides 3’-exopyririnidyliques clans un “systeme solvant salin’! que decrit 
larelation: : ,’ : ‘. 

‘. ,, : 

log .rc = &/(A + G)], $ ,d: 

et pour les derives 3’-exoguanyliques, la relation @r@&lente est corrigee pour tenir 
compte du poids des nuclbotides pyrimidiques: 

log .K = c’ [A/(A Jr G)] (I?u/Py) + d” 

&ri se simplifie en : 

/’ ,* 

:,, 

.( ., ), 

Lies parametres c; c’, d,et ti’, dependent de la’nature’ du systbme’solvant et ‘de ,la famille 
de composes, nucleiques consider&s. Dans l’ensemble homog&ne des ‘tri-. aux hexanui 
cleotides, Ia substitution d’un G par un X se traduit par un doublement du coefficient 
de partagei:Les families a,chaPne’plus:longue (8 ,< +z < rg) auront~une’peqte’cz (du a’) 
plus forte. La substitution d’un seul~nucltSotide~guanylique~par~un:’nuclr5otide~ adeny- 
lique aura un effet moins important sur’ l’augmentation ,du ‘coef@@it’ de. partage. 
I’ La courbe (a) resulte de la superposition; ,en .une fraction don&e du distribu- 
teur $ contreycourant; : d’un nombre fini ‘d’oligom&res :qui. diff &rent ;par leur Idngueur: 
leur domposition,et leur- taux:dans Vhydrdlysat.’ L%quation cbmplexe de’dette courbe 

,. ‘. : ,, ,., ,: ‘,’ 
longueur de chaine, A “‘..l ’ :” 

5.; 

” 
;. “1 ,.‘, ,, ,: ‘. , ,,,:: : :“: .,, ,: .-. : : 

(. 
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est calcuiable a priori si l’on tient compte, de l’ensemble de. ces don&es, mais elle ,n’a 
pas d’int&&. 5: ” 7 1 .: .! I ‘>;:;. 

:,, : : .Nous, avons deja remarqub clue le coefficient de,. ,partage est fouctionl’de la 
longtieur . de : la cllalne., Pour un ensemble ~~d’oligonuclQotides (2 < ,+z ,<, 6)) la Fig; ,8 
reprrkente le diagramme de filiation oti la variation logaritbmique du coefficknt de 
partage est une fonction lineaire du nombre n de nucl6otides de la,cha2ne pour deux 
s&s-ensembles d’oligonucleotides engendrhs par les formules suivantes : 

aveck+y=n-I 

&Gn.- w-P#‘.v (y) 
Le sous-ensemble IO est genkateur des familles de droites a pente negative; 

l’autre des familles de droites & pente positive, puisclu’un G est substitue par tin A. Ces 
families, dejdroites’ dCfinissent.: un reseau de .droites,sensiblement paralleles. Ce reseau 
toutefois .ne: peut ,Qtre) btendu. ,sans, .@rkaution +!t des ,composes : cat&rakes plus longs 
(n: ,>, 8)Sjpouc’ une >raison..simple:,: La*substitution cl,@ nucl9otide guanylique <par un 
nuclbotide ad@ylique~n~a pas ,la, m&me w.le,urpqur des, oligonucl&tides de lo,ngu.eur 
de; ,chaine!;diff&ente. Cet.effet’ substitutif ipeut, Qtrc ,ddfini, comme : 3. , I. j 

,‘. ‘. . . a’ Y,, 
i”‘.‘,! Si&Gij” ++ _lOg ‘K1;2?i+F S&’ log K~$$;&~L~PL _1 1 ’ I ‘, ‘;;, : ” >I 

..,I:‘,..!;~.,‘.:,:,‘: !” >.;.,,;.;~~ -::,;.;{,.:,.i’, ::,.:, I’ :.J... , 
: ,a :: ,.’ ‘(.X2! 

.., .i” ,. ,,.. ., I.i ,. 
; ; : 

,,I’ 

,, 

I;;:&& ‘&$,‘, arun~,_,,;e::~~~~t,,,, :,,,‘;d~a~,~nt* !&oins’ ‘~~ononcd que la &tine 

&allo’nge!“‘On’ ‘#eutl calculer,,, h: .l’(aide desvdleurs du Tableau II.1 que ‘S(o j: ~1 decroit 
de 0.55 b 0.34 quand on passe du di- ,Z l’hexanucleotide. I. ,,, /’ .; :..: .: ‘:‘,:,’ 

,.- .:. . , ,, 

I L’ 
DISCUSSION 

: . . 1 ’ .’ ,, 

: Deux des cinq param&tres structuraux determinant la valeur du coefficient, de 
pakage d’un ,solut&ribonucleique de: petite tail19 apparaissent essentiels: la compo- 
sition fondksur le taux relatif de ,A et de G pour les,,com~ds~s 3’0exopyrimidyliques 
et. ,la, ‘longueur de chaine. :La sfSquence ,n’exerce :pas, d’influence,:, notabl&~dans les 
“syst&mes solvants salins”. 11 est actuellement tr&s difficile de chiffrerla contribr$i.on 
d’une structure secondaire ou tertiaire d’oligonucl&otid& naturels mon&at$naires. 

On constatera nhanmoins que le nonanucl%otide (&p),(Gp),Cp’ de la Fig; 7;;a r.$ 
coefficient :de. Ipartage deux fois supbrieur a celui tie .comp&s catbnaires, :de ‘d$w& 
$rois ku&otides @is ~ourt$ ‘rnais de’ compoi;iti~n”‘irqi~iine; les .(A$(Gp)sCp,/:et 

(Plp)~(GPj,,Cp,si~u~s’sur la courbe (b) : ‘Dans,le~syst~m,e solcant ~AFE’,~tiIi~Q;‘la’form,ule 
s,2 ,permet d’attribuer une:. valeur ,positive!.o.16f’=t=i..o;oI, & l’effet substitutif .+& ;‘,A) 
et’ ‘de hr~ijdir’:lBr;:,loefficie~ts’,d~,,pa~age cles quatre autres hexa-’ et heptanucleot$des, . 
,.indiqu& par une barrette verticale sur la Fig. 7. Ce mode de~calcui ne rend pas coente 
d,e la valeur 61evBe ,du ‘coefficient ,de partage dei,ce nonanucleotide:~Il n’est pas im- 
possible que,, c&t,e ,diffbrence:,soit ‘.dtJe B des krodi@&ions cla,ns,I’empilement des Bases , ,.) ,‘,,.‘_, .._, ,,,* ,, ,, ,. , ..,. .,; .;..(’ 
c~n,s&cutiyes, & I~apIkition d’un,e, structure, Spatlal’e”~~ii;ti~~~~~e, + :;:, ; J:: _,‘, !!I,, ;, 
‘. :., ,:,,‘:Y :+‘,, Le diagrannne :de : f&&ion de ,: 16 Fig.. 8 per*& de calculer le coefficient ‘de. 

‘~~~~~~“lliun~~~~~~~~~~~~~~ ;afJ:Jt:jiiijb. ~$G$~~,:$j+++‘ $j z+,!?i+; ‘fj’y ‘~~~j~~,+$:j $$i~~~~~,~~&,y, 
(1 . ..!!\... .\,> ,,.( 3 .,1, ’ ,.,,,: *;: ! < : ! : .‘.I _,..,‘\, 4: I1 .;.;I ,‘i’; ,,,,... 1 ‘,4! ,. 

,relatrpns,: ; ,.,. 1 :!.l: ‘:“‘, , 
* .’ j 

,:,. ,,:‘:;‘:;:q; ,, ,,!,’ \ ,,“‘:;; .,,,. .,I. , .‘, ,:‘,‘, ‘, .: “,’ ,‘: 

,,,,, ‘./_,/Y 1,: ,, 
:, ,,’ I ‘.-,“_: /...(, ‘Cd, 7q:.:,., ,:, \,,j,;,,,::” 

,,.~..~~~~~~~~~~*~,,,6;~.(ig?2)lnj,-igo ‘, . . ,‘. ,’ ,. ‘,. ‘.;., ‘, 
.,.’ .: I, .,,‘.,, ,‘. ‘, ,’ / ,,’ : ‘,., ” 

. ..: ,,t 
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log &,a,g?y = (n -I) ax -t-log& +ybx ” 04) 

= \ ‘I k-- I) au +, log Ko Jr x bv ,; k5) 

WCC les valeurs numeriques suivantes, pour le systeme solvant PMB B 200/o et S 20’ : 

ax = 0.13 cln = -O.Ifj log I& = 0.04 

b, = -0.28 b, = -on35 log Ko = -0.26 
. 

Les Bqns. 14 et 15 sont utilisables independamment Irune de l’autrc, puisqu’elles cor- 
respondent: aux deux sous-ensembles d&finis par les relations 10, et II. : 

On peut aussi faire appel a une relation~simplifi~e pour calculer .le coefficient de 
partage d’un oligonuclciotide de longueur n connaissant celui d’un autre :oligonu&o- 
tide ;de composition ‘differente; mais de m&me longueur et, inversement connaissant 
le coefficient de ,partage’d’un compose nucleique de longueur N, fixer les .parametres 
x ety: ,, . 

’ w .I 
’ ‘log’ XhsfnQyfb 

;;; 
= log K&+-$& a 8 ax =f= b,‘- au 

., .:, ” . ‘. :. ,’ 
L 

< Les relations precedentes ouvrent ,deux applications, inGressantes’ au :point ‘de 
vue ,preparatif. et. analytique; A l’exemple, de l!utilisation. de la distrib.ution a zontre- 
dourant &! l%chelle semi-industdelle ,pour purifier les, peptides; il , devient possible 1 de 
faire appel ,a da ‘chromatographie de partage preparative: sur. colonne ‘et/oh a la, distri- 
bution’ a contre-courant ‘,dans un %yst&me solvant salin”. pour ,:pr&paref:ien :grande 
quantith des ‘oligonucleotides 1 de composition et de ..longueur I bien ,.d&Iniesr, ;a Comme 
nous le montrons .ailleurs%, ,la combinaison de .cette ,.teohnique, preparative avec.la 
chromatographie ,echangeuse d’ions en milieu, acide autorise le fractionnement de 
quatre sur huit des trinucldotides 3’-exopyrimidyliques, six sur neuf ,des: ,trin,u,cleo- 
tides 3’-exoguanyliques,, la moitie des seize tetranucleotides ,3 ‘-exotijkimidyliques ei 
dix sur vingt-quatre des tQtranucle,otides, 3’;exoguanyliques. .’ :: j ‘I” I 

A 1’6cIxlle analytique, nous travaihons actuellem\ent..a f++ser des: empreihtes 
sur coucbe mince d’oligoribonucl~otides22 en pro&da&t zk une Blectrophorkse B > pH 

acide’ d.ans’ la premiere dimension et, da,ns ‘la deuxi&me’ dimen,si,on, ’ 2 une;‘chromato- 
graphie de partage avec unsystbme solvant basique contenant du methoxyi2 &hanol. 
De telles empreintes ,autorisent l’identificationsdirecte d’oligoribonuclbotides~ (com- 
position et longueur), en re?ation, avec,,!e’ $a@-a,nitie ,de,la Qg.8’. .’ ‘: ‘, 

:, Au point. de vue theorique; .il:devient possible d’adjomdre aux t&hnique.s’$hy- 
siques d’etude des biopolym$r,es, lamesure et l’bvolution du coefficient’ de partage; En 
milieu ‘de ,force ionique k&s’ &levee ‘(syst&mes ‘solvants sahns) ‘,‘o.u:‘.en ,r@iieu de S;o+e 
ionique ,faibleg, (systhmes. solvants organiques) ,. .on ‘. peut confirmer ,id : nature:, hydro- 
phge; du co,up!e de bases +C doe il. son moment dipo1air.e. Blew5 et !,a, nature:hy,dro- 
‘phobedu~couple ‘ALU; r&examiner s’il y a~lieu le’ i;r&bl&mk: de l$mpilem&~ de?, bases 
et ,de ;lL ‘structure !secon’daire de. courts. sfragments ribonucleiques ‘,et?:,,de’, tenter: de 
+iffrer: la.:contribution de ;ces derniers,, par,ametres~ ,&, Ia .,ccongtante ,d~&uilib,re dune 
ehainei. ribonudlc%que au contact de solvants organi’ques .polaires..‘, Les $$&.iss~nces 
: acquises dans ce domaine ..,seront exploitees :pour ;une \,meilleure :donnaissince .des i’ ,,‘.,.!,,I : 
6difices macromoleculaires plus +‘mplexes, ‘comme~ ies’:tR$$tT ) : I ,, 

,/‘, I :. 
” ; ,. ., ,. j.,: ,.‘,s ;: ,/ I. I,.:, . ; I #‘,“,, i’!‘., ; .;, ,’ : ’ ‘: ‘I , ,’ ; ’ ‘(i.. : / j ‘, : :’ ,, s, 

‘. 
’ ._ I .:, ., 1:, ,’ -,_, b i t .‘. ‘/ , ! : ,‘. ,‘,I 

t / i 
,, J. Chvor+ogy., 67 (1972)’ 277-290 
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On’ a Btudii: le comportement de trente et un oligoribonucleotides 3’-exoguanyli- 
ques et 3’-exopyrimidyliques dans un “syst&me solvant salin” utilise pour la distri- 
bution & contre-courant des RNA. de’ transfert, constitue, de tampon au, phosphate 
depotassium,I,5o &QSX 7.0, de mdthoxy-2 ethanol et de butoxy-2 Ethanol. On donne 
les isothermes,de partage de di- et de trinucleotides. On a pro&de a des,distributions 
h. contre-courant : de. t&raw, penta- et hexaribonucleotides obtenus ,par action de, la 
ribonuclease pancr6atique sur du RNA ribosomique de foie de Rat. 

,’ ,. On decrit la contribution fondamentale ,de deux parametres de structure : la 

composition nucleotidique et la longueur de chaine (fit) ont 6te ‘c5val1.16~ .a partir des 
coefficients de partage’ (K) & 2oP. .Le log&ithme,du coefficient'de partage'(log K) 

des~:~oligoribonuclCotides ~3'~exopyrimidyliques varie' linbairement 'avec ,les ',taux 

relati&en; Ap et ,.Gp, exprimes. par le rapport, Ap/(Ap + ‘Gp) ; ,log K pour. les oligori- 
bonuclCo>tides Is’-exogukiyliques est : une fonction de,rapport A/Py. Log K,,est aussi 
une>fonction-lin&ire;de.~z’(avec 2 c.,uc:<,y) pour des composes nucleiquesdu type 

(~p‘)~~C;~?~~~g':~vec.Ic:,~~y-=,rt - I. Les isom&res,sequentiels ne sont pas 'differen- 

ciables! ,Li $o$etheorique et pratique de ces resultats est discutee. ‘*.. ! '5 " 

,: .: ; (, . ..- ,.' ! : : .i : .,'_ 
"' 
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