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SUMMARY

Partition coefficients of oligovibonuecleotides in saline wlwnt systems

The behaviour of thirty-one 3’-exoguanylic and 3 -e\copyrlmldvllc oligoribo-
nucleotides was studied in a ‘saline solvent system’ used for the countercurrent distri-
bution of transfer ribonucleic acid, based on 1.50 M potassium phosphate buffer,
pH 7.0, 2-methoxyethanol and z2-butoxyethanol. Partition isotherms for di- and
trinucleotides are given as well as countercurrent distribution profiles of pancreatic
ribonuclease digests of rat liver ribosomal ribonucleic acid and of tetra-, penta- and
hexaribonucleotides.

The basic contribution of two structural parameters, nucleotide composition
and chain length (), has been evaluated from their partition coefficients (K) at 20°.
The logarithm of the partition coefficient (log X) of 3'-exopyrimidylic oligoribo-
nucleotides varies with the relative levels of Ap and Gp, expressed as the Ap/(Ap -+
Gp) ratio; log K for the 3’-exoguanylic oligoribonucleotides is a function of the A/Py
ratio. Log K is also a linear function of # (within 2 < n < 7) for nucleic compounds
of the type (Ap)z(Gp),Pyp with % -|- ¥y = n# — 1. Sequential isomers are not distin-
guishable. The theoretical importance and applications of these results are discussed.

INTRODUCTION

Les techniques analytiques ou préparatives mettant en oeuvre le principe de
la séparation liquide—liquide en continu (chromatographie de partage) et en discontinu
(distribution a contre-courant) d’acides ribonucléiques (RNA) ou de leurs compo-
santes se fondent sur l’existence de coefficients de part'tge (&) différents. La valeur
du coeflicient de partage est fonction de la nature du soluté rlbonuclelque caractérisé

‘par les cinq paramétres suivants: composition nucleotldlque, sequence, longueur ou

* Ce mémom, fait pdrtu. de la thése de Doctomt d'Ltat de J. P GARE L, Attaché de re-
cherche au CNRS.

** Adresse: Jean-Pierre Garel, Centre de Neurochimie du CNRS, 11, rue Humann, FF-67
Strasbourg, France.
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masse, taux d’hélicité, et conformation. A notre connaissance, ’étude systématique
de ces paramétres n’a pas été entreprise pour les oligoribonucléotides.

. Dans un ‘‘systéme solvant salin’’ défini par une composante inorganique saline
(sulfate ou phosphate) et deux ou trois composantes organiques (acide, amide, amine
ou éther—alcool), WARNER ET VAIMBERG!, puis KirBY2:2 observaient que les fractions
de RNA distribuées par contre-courant étaient hétérogénes. Les RNA solubilisés pré-
férentiellement dans la phase supérieure mobile (correspondant aux fractions i
coefficient de partage élevé) sont plus riches en AMP que ceux a coefficient de partage
faible qui renferment davantage de GMP. McCormICKk ET DocTor?® confirmaient
ces observations sur des oligoribonucléotides obtenus par action de la ribonucléase
pancréatique; ils isolaient par distribution & contre-courant deux hexanucléotides,
deux heptanucléotides et un nonanucléotide provenant de tRNA de levure. Dans

n ‘‘systéme solvant organique’’ ol les acides nucléiques sont solubilisés sous la forme
de sels d’ammonium quaternaire, ZACHAU® a montré que la chromatographie de
partage est plus sensible & la composition en bases qu’a la charge nette des oligori-
bonucléotides (acides oligoadényliques par exemple).

MATERIEL ET Mﬁ:’ruomzs

Prej:aratwn des oligoribonucléotides”

"Les oligoribonucléotides 3’-exopyrimidyliques du type (Pu)y,- 1Pyp ont été pre-'
parés par action de la ribonucléase pancréatique (EC 2.7.7.16) sur du rRNA, puis
fractionnés sur une colonne de DEAE-cellulose & pH légérement basique, en présence
d’'urée 7 M, selon la méthode de ToMLINSON ET TENER?, Chaque fraction, aprés des-
salage, est rechromatographiée sur une colonne de Dowex 1 Xz a pH acide.

- 72 mg de rRNA de foie de Rat (préparé dans notre laboratoire® par extraction
phénolique 3 froid et élimination des tRNA en solution dans l'acétate de sodium
3 M pH 5.0) sont dissous dans 6 ml de tampon Tris—~HCI o.025 M pH 7.8 et addi-
tionnés d’une solution (0.r ml) de ribonucléase pancréatique (Sigma) 4 10 mg/ml. La
solution est maintenue 4 pH 7.8 pendant 16 hh par addition de KOH 0.33 N, dans un
bain-marie 4 37°. La solution est ensuite déposée sur une colonne (1 X 60 cm) de
DEAE-cellulose (Serva) préalablement équilibrée dans le tampon Tris-HCI 0.025 M
pH 7.8-urée (Merck) 7 M, puis éluée au'moyen d’un gradient linéaire en NaCl (0.00~-
0.30 M, 2 1). Les fractions (x5 ml/10 min) de chaque oligonucléotide (di- aux hexanu-
cléotides) sont rassemblées, diluées cinq fois avec de I’cau bidistillée, puls adsorbées
sur une couche de DEAE-cellulose disposée & la surface d’uh entonnoir & verre {ritté-
et lavées abondamment jusqu’a la disparition des ions Cl—. Les oligonucléotides sont
alors ¢lués dans 50-100 ml d'une solution & 19, de bicarbonate de trléthyl'lmrnonium
fraichement préparée. La tméthylamme est eneulte chassée sous courant d'air froid
et la solution lyophilisée. :

" Les dinucléotides (360 U. A A 260 nm). sont fractionnés selon la technique de
AOYAGI ET INOUE?® sur colonne de Dowex 1 X2 (200-400 mesh), équilibrée dans HCl
0.005 N, a I'aide d'un gradient linéaire en NaCl (0.00-0.35 M, 2 1). Les trinucléotides
(450 U.A.) sont fractionnés de la méme maniére, au moyen cette fois d’un gradient-
linéaire en NaCl (0.00-0.60 M, 2 1) dans HCI o.or N. L’identification des di- et des

* Abbréviations: Pu = purine; Py = pyrimidine; rRNA = RNA ribosomique.
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trinucléotides purs a été vérifiée par spectrométrie d’absorption en ultraviolet, a
partir des constantes spectrophotométriques indiquées par STANLEY ET Bock!0 et
ToAL ¢t al.1l, Les fractions des tétra-, penta- et hexanucléotides ont été directement
distribuées par contre-courant.

Les oligoribonucléotides 3’-exoguanyvliques du type (A, Py),-1Gp ont été pré-
parés par action de la ribonucléase T; (EC 2.7.7.26) sur du rRNA, fractionnés sur
colonne de DEAE-Sephadex en présence d’urée 7 M, puis aprés desm]age de chaque
fraction, chromatographiés sur une colonne de Dowex 4 pH acide.

23 mg de rRNA de foie de Rat, dissous dans 3 ml de tampon Tris-HCl 0.025 M
pH 7.6-KCl 0.025 M-MgCl, 0.01 M, sont abandonnés 2o h & 37°, en présence de 100 ul
d'une solution de ribonucléase T, (Sankyo) a 2,500 U/ml. La solution est déposée sur
une colonne (2 X 6o cm) de DEAE-Sephadex A-25 équilibrée dans le tampon Tris~
HCI o0.025 M pH 7.8-urée 7 M, puis éluée au moyen d’un gradient linéaire en NaCl
(0.10-0.30 M, 21). Les fractions (18 ml/1o min) des di- et des trinucléotides sont
rassemblées, diluées cinq & dix fois et adsorbées sur une colonne de Dowex 1 X2
(200-400 mesh) équilibrée dans HCIl o.01 N, puis éluées avec un gradient linéaire en
NaCl, respectivement de 0.00 & 0.30 et 0.50 M selon la techmque de AOYAG! ET
InouE?2,

Mesure et caleul du coefficient de parviage

Le systéme solvant salin utilisé, décrit ailleurs!?, est constitué par 6 ml de
tampon au phosphate de potassium 1.50 M pH 7.0, 2 ml de méthoxy-2 éthanol et
d'un volume variable de butoxy-2 éthanol (0.8-3.0 ml). D’aprés nos conventions,
c’est le systéme PMB & 9.1-27.39%, de butoxy-z éthanol. Chacun de ces systémes
solvants est introduit dans un tube de verre a bouchon rodé et équilibré au bain-marie
a la température voulue (4 1°). Par tube, on ajoute 1—-3 U.A. & 260 nm de l'oligonu-
cléotide & analyser, préalablement dissout dans ro ul d’eau. L’ensemble est équilibré
aprés trois cycles d’agitation manuelle de 30 sec chacun environ. Aprés quelques
minutes de repos, les deux phases sont prélevées séparément et la concentration en
oligonucléotide de chacune d’elles est déterminée a deux longueurs d’onde adéquates
au spectrophotomeétre Zeiss PM Q II. Le coefficient de partage K est le rapport de
Yabsorbance mesurée dans la phase supérieure & ’absorbance mesurée dans la phase
inférieure,

La connaissance des coefficients de partage %; de deux ou plusieurs solutés 7
d’un mélange constitués par les taux p; de chaque soluté, tel que p; = ifa + b -+

. -+ 7, permet de calculer le coefficient de partage résultant X en appliquant la
nouvelle relation:

v
<Py
. /
k=11 j;t L (1)
& -
1 I -k

Lorsqu’un oligonucléotide ou un mélange d’oligonucléotides a ¢été distribué
par contre-courant, le coefficient de partage K du soluté qui apparait au. niveau de
I'élément de rang » aprés s transferts, pour un distributeur possédant ¢ éléments,
est donnée par les relations:

K =

quand » < ¢ | (2)
.- J. Chromatogr., 67 (1972) 279~290
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K = — quand » > ¢ ' (3)

Distribution @ contre-courant

Elle est effectuée avec un appareil EV-8oo de 160 éléments de 3 ml de capacité
pour chaque phase, commercialisé par la firme Wright Scientific, Kenley, Great
Britain. Le distributeur est placé dans une salle & température réglable & 0.5° prés.
Le systéme solvant salin PMB utilisé est constitué par 1.21 de tampon phosphate
de potassium 1.50 M pH 7.0, 0.41 de méthoxy-2 éthanol et d’'un volume adequat
de butoxy-2 éthanol (indiqué sur les figures). Les distributions ont été réalisées a 20°.
Aprcs pipettage de la phase inférieure du systéme solvant préalablement équilibré &
20°, on dissout 75—-150 U.A. 4 260 nm du mélange d’oligonucléotides dans 100 ul d'eau
bidistillée qu'on dépose dans l'élément O du distributeur. Le réservoir contenant
300 ml environ de phase supérieure est connecté avec l'élément O. Les périodes
d’agitation et de décantation sont respectivement fixées a 3 et 4 min. Aprés le dernier
transfert, on ajoute 1 ml de méthoxy-2 éthanol dans chaque ¢élément, on agite une
nouvelle fois pendant 5 min et aprés une derniére décantation, on préléve la phase
supérieure pour mesurer son absorbance &4 260 et 280 nm, dans une cuve de 1.00 cm
de trajet optique. Lorsqu’on désire conserver le soluté, on effectue une distribution
préparative avec une quantité dix a vingt-cinq fois superxeure d’oligonucléotides. Le
contenu des éléments est rassemblé par fractions de cing 4 dix éléments distributeurs.
Pour transférer la totalité du soluté dans la phase supérieure, on ajoute 1o ml de
méthoxy-2 éthanol et on équilibre & —15° On préléve la phase supérieure qu’on
extrait deux 2 trois fois avec un volume d’éther diéthylique. On recueille la phase
aqueuse qui est diluée dix fois environ avec de l'eau distillée et adsorbée sur une
petite colonne de DEAE-cellulose. Aprés un lavage abondant, les oligonucléotides

sont extraits comme indiqué précédemment par une solution 4 19, de bicarbonate de
triéthylarnmonium.

Comjwsmon en bases

, Nous avons adopté la méthode de dosage spectrométrique de EAsT!Yen chroma-
tographiant ’hydrolysat alcalin sur une courte colonne (0.5 x 2 cm) de Dowex 50 W
X4 (200-—-400 mesh) éluée avec 15 ml environ d’eau distillée. Chaque composante des
deux paires de nucléotides (UMP + GMP), puis (CMP + AMP) est dosée par spec-
trophotométrie A deux longueurs d’onde & pH 1.0. La quantité en picomoles de
chacun des nucléotides est calculée & partir des relations suivantes:

UMP = 0.285 A gy — 0.346 Ay, (4)
GMP = 0.201 Agg; — 0.044 A gy (5)
CMP = 0.086 BQS‘O - 0-019 Bzrﬂ ) (6)
AMP = 0.078 Byg; — 0.035 Byg (7)

ol A et B représentent les absorbances aux longueurs d’'onde indiquées en indice (nm)
du vo]ume total de chaque éluat, iu & pH 1.0, ’

RESULTATS

L’isolement de di- et de trinucléotides de composition et de séquence définies

J. Chvomatogy., 67 (1972) 277290
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Fig. 1. Isothermes de partage & 20° de dinucléotides 3’-exopyrimidyliques dans le systéme sol-
vant PMB (phosphate de potassium 1.50 M pH 7.0-méthoxy-2 éth'mol—-butoxy 2 éthanol, 300!
100: variable).

Fig. 2. Isothermes de partage a 20° de trinucléotides 3’-cxopyrimidyliques dans le systéme sol-
vant PMI3,

nous a permis de déterminer leur isotherme de partage a 20° dans le systéme solvant
PMB, pour des teneurs croissantes en butoxy-2 éthanol. Les courbes représentatives
sont indiquées par les Figs. 1—3. On remarque l'influence déterminante des teneurs
en Ap (ou A) et en Gp (ou G) sur la valeur du coefficient de partage. Les valeurs
maximales sont attribuées aux composés ApUp ou ApCp, ApApUp ou ApApCp et
ApApGp, les valeurs les plus faibles aux composés riches en G tels GpCp et . UpGp,
GpGpCp et CpCpGp. Généralement la contribution des nucléotides pyrimidiques
(Cp et Up) est trés voisine, sinon identique. Les pentes de l’ensemble de ces isothermes
sont beaucoup plus faibles que celles de polynucléotides comme les RN A de transfert!3,
Comme nous l'indiquions, la pente est fonction de la masse du composé ribonucléique;
elle est d’autant plus prononcée que la longueur de la chaine est plus grande. Cet effet
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Fig. 3. Isothermes de partage & 20° de trinucléotides 3’-exoguanyliques dans le systéme solvant

PMB,
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rxg.._4.-,sttnbutlon é, contrc couraut d o]xgonbonucléotldes ‘3 -exupyumxdylxqueq &:20%.sur 160 -
‘transferts dans le systéme solvant PMB .4 209 de butoxy-2 éthanol. (a); Tétranbonucléotidcs,
(by pentanbonucléot:des (c) hexanbonuc]éot:deq Ces. ohgonucléotxdcs ont été obtenus par action
~dela fibonucléase pancréatique sur du' rRNA de foie de Rat (voir mETHODES). La courbe ¢n poin-
tillé-en:(a) représente l¢ profil-calculé d’un. composé a.yant le coefficient de pmtuge du tétranucléo-.
tulc (Ap),,GpCp ou, (A.p),GpUp ' ’

I';»‘
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trlnucléotldes.
- Les Figs. 4a—c deﬁmssent le proﬁl d’ absorbance a 260 nm de tétra— penta- et
’hexanucléotldes 3 -exopyrlmldthues, aprés ‘une distribution & contre-courant’ &
20°'suf 160 transferts, dans le: systéme solvant PMB 4209% de butoxy-z éthanol. On
remarque que les pics isolés correspondent par leur nombre et leur importance relatwe
au nombre et A la nature des isoméres séquentlels du type A,;G,,Py avec %' y ==
n —1, caractérlsés de gauche A droite” par la. substitution progressive de G par_ A
La superposxtlon de la courbe de distribution gaussaenne (Fig: 4a), calculée point parw
*pomt au moyen des formules, de récurrence; données par I-Ircm:n“, indique d'une -
‘partun comportement normal des composés nucléotldlques dans un “systéme solvant
~salin ”»'~‘et d'autre part l’équlvalence -des nucléotides pynmxdlques en bout de chaine, -
;'Aucun de ces’ pics'ne'se dédouble; méme légérement , : ‘1 |
. On-notera’ cependant que Ies. composantes riches en G sont un peu momsu
abondantes que celles riches en A, Ce fait-s’ expllqueralt en partie par notre ‘mode ..
‘d’extraction sommaire: le ml de méthoxy-z éthanol ra]outé aux 6 ml de solution
. contenue dans chacun des élémem?s du dlstnbuteur aprés le 1601éme transfert détrm L

; ‘(1972) 277-290
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TABLEAU I.

CARACTERISATION SPECTROMETRIQUE DES TETRA-, PENTA- ET HEXARIBONUCLEOTIDES msrnmuts
A CONTRE-COURANT (Figs. 4a—c)

Oligovibo- Distvibulion Distrvibution pH 1 pPH

nucléolide théorvigue observée -
' Taux d’absovbance® Taux d' absovbance®

aso 270 280 290 250 ‘290 280 290
GyPy 1 0.8 1.00 076 0.56 0.36 1.15 0.73 0.53 0.25
G,APy 3 2.6 0.84 o080 o056 0.33 . 098 0476 0.50 o0.25
GAPy 3 3.0 0.81 0.87 0,60 0.40 . 072 0.80 0,46 0,20
APy 1 1.3 0.80 080 o0.46 0,22 086 ‘o.74 0.36 o0.15
G, Py 1 0.7 : L
G,APyY 4 3.2 083 o079 0.50 0.37. 1.02 0.78 o0.50 0.20 .
GyA, Py 6 6.2 0.83 0.80, 0.56 0.35 098 o0.80 o0.50 o0.24
GA Py 4 - 4.0 0.82 0.77 0.45 o0.22 0.88 0.78 o0.44 0,20
APy 1 0.8 ' 0.85 0.78 o0.30 o.15 084 o0.72 0.32 ,'o 08
GsPy 1 0.8 :
G,APy 5 1.2 v R
GyA Py 10 4.1 o.go 0,78 o0.52 0.33 .99 0.76 o0.47 0.23
G,A, Py 10 9.0 0.87 077 0.47 0.24 0.04 0.77 0.44 ' 019
GAPY - 5 4.2 0.85 0.80 0.46 o0.20 0.90 0.75 0.39° 0,10
APy 1 1.3 0.84 080 047 o0.12° 084 0.96 0.39:" \o.'xo .

o Taux d’absorbance calculé & partlr des absorbances & 2 50, 270, 280 ot 200 nM: rapportées
2} ccllc Iue & 260 nm. . . o Jonloen

1’équilibre des phases réalisé avec le systéme solvant lmt:lal et permet de transférer'
dans la, nouvelle phase superleure——utlhsée pour la. mesure de 1'absorbance—-—1a
qua51 totallté des composantes solubilisées dans la phase 1nfér1eure. 11 est: posslble
qu’une partie des substances A faible coefficient de partage, du type G,-1Py ou
AGy-,Py, ne soit pas complétement extraite. Il est toutefois plus vraisemblable que
la répartition de ces oligonucléotides donnée dans le Tableau I refléte la composatlon
du rRNA hépatique. HiGASHI et /1% ont montré que la. répartltlon des di- et trinu-
cléotides obtenus par action de la ribonucléase pancréatique sur desTRNA 18 § et 28 S
"de foie de Rat s’écartent d’une distribution aléatoire. Le tatux des ApApUpet ApApCp’
est nettement supérieur.a celui des GpGpUp et GpGpCp. :
“Les isothermes-dé partage des di- et tnnucleotldes et les dlstrlbutlons a contre-
courant des tétra-, penta- et hexanucléotides perméttent ‘de'calculer le coefficient de
partage de 31 composés, dans le systéme solvant PMB 3 20%; et & 20°. Ces valeurs
sont indiqiiées -dans le Tableau I1. ‘Nous' avons-également: ‘mentionné: (colonne:de.
‘droite) le coefficient de- partage qu'aurait:un‘mélange de nucléotides correspondant
Ala composxtlon de'l’ ohgonuc]éotlde situé:sur laicolonnede: gauche. Cesrésultats font
: appel A 1'éqn.'iT-~avec les valeurs lndxquées*en téte pour: les quatre: nucléotides’ fon-"
‘_ datiienitaux; Les: valeurs" amsx calculées déces. coefﬁcxents ‘de partage sont: relat1ve~:
ment groupées tandis' que- celles des« ucléotldes ‘enchainés ‘eni ioligomeéres’ dwergent
- cohs:dérablement‘ derd: 50 pourles’ ‘hexanucléotides ‘contre 'simplementide I A4 pour;
B Tes® mohonucléotrdes. ‘Les coefﬁc:ent :de: partage: ‘estidonc: dn'ectement influencé par:
; le nbmbre cle nucléotldes constltutlfs d'un ollgonucléotlde. Il est partcéntre &nsensxble'

] Clwomaiogr 67' (t972) 277-290
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TABLEAU II

COEFFICIENTS DE PARTAGE DE QUELQULS OLIGORIBONUCLEOTIDES DANS LE SYSTEME: SOLVANT.
PMB & 20% ET 20° .

K “log IK Ica
Ap R 5 7- 0.04
Gp ‘ 0.53 —o0.28
Cp ‘ '0.35 —0.46
Up ' 0.30 —0.52
ApCp 1.40 0.15 AL 0.64
GpCp ) . 0.40 -—0.40 G,C 0.43
ApUp e 1.30 o012 AU 0.60
ApGp " 1.10 0.04 AG 0.77
CpGp 0.43 —0.36 C,G 0.43
UpGp B S 0.34 —0.47 U,G 0.47
ApAp(,p ‘ .1.80 0.25 "ALAC 0.78
(ApGp)Cp .. . 0.76 —0.12 “AGC 0.61
GpGpCp = 0.27 —0.57 G,G,C 0.46
ApApUp 1.80 0.25 AAU 0.76
(ApGp)Up '0.84 —0.07 AG,U 0.60
ApApGp + .. . 1.50 0.18 AAG 0.87
(ApCp)Gp. 08 . . —o01I0 AGC 0.61
CpCpGp . ..., 048 = —o0.32 - C,C,G 0.41
(ApUp)Gp..~: ..095 ;- —o0.02 AUG 0.6o
(CpUp)Gp s 0.59 —0.23 C,U,G 0.40
(Gp)yPyp. .. . 020 —0.70 _ 0.48
"Ap(Gp)Pyp - 0.63 —0.20 ' ' 0.56
(ADp)sGPPYP 1.38 0.14 0.69
(Ap),‘]?yp 2.65 0.42 0.84
(Gp)Pyp - . . ©I4 . —0.86 . 049
Ap(Gp)aPyp ., ©36 —0.44 R , 0.55
(Ap)s(Gp)yPyp ~ 0.82 - —o0.09 - ‘ S 0.66°
'(Ap)stPyp ©1.76. 1025 : . 0.76
(Ap)sPyp . . 370 057 . . 0.88
(Gp),Pyp s 0.0 =100 - - . . .. 0,50 o
-Ap(Gp).Pyp . 033 . —o.48 . os6 . - TP
(AP)Q(GP)sPYP._ 0.57  —o0.23 ' ‘ 0.64 , ' o
(Ap)a(GP)a VP Lo o 0,00 - : ‘ 0.72 : : ‘ T R O
(Ap)GPp yp 265 e 0042 - LS o8I : I

ARPYR . 495 ooge .. 004

K Coefﬁclent de partagc calculé a.u moyen de la. formule 1 pour le mélange des nucléotides’
contitutifs del’ ol:gonucléotxde correspondant.:Systéme solvant PMB-4 20% (phosphute dei pota.s-
smm h o 50 M pI-{ 7 o—-méthoxy-z éthanol-—butoxy-z :éthanol, 6:2:2). ot e

Vi

\

‘-é,.-‘.». a; séquence. Les dlfférences trouvées entre GpCp et CpGp, entre (Ap,Gp)Cp et
(Aps Cp)Gp.ou (Ap,:Gp)Up et (Ap, -Up)Gp n'apparaissent pas 51gn1ﬁcat1ves. B K
La dastubutmn A contre-courant:d'un:-hydrolysat.de rRNA soumis-a. l’actlon de

‘»pancréathue a/un:-profil.complexe; (Fig. 5). On remarque:- la’ prédo g
mposés iL coeﬁicxent de: partage moyen\ (entre 0, 6 et I. 2) et aux, deux;'

e;?.(l,;. I

..gfandé) _e’s’composés nches en: A Le »Tablea.u IIL mchque la;,composxt ;
'quelques iparamétres structuraux«de neuf. fractlons 1solées par dlstnbutlonﬁ
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Flg 5. Dlstrlbutron z‘m contre- couzant a’ ol:goubonucléotldes 3 -ekopyr:m!dyllques, obtenus par
action de la ribonucléase pancréatique sur du rRNA de foie de Rat (voir ML'rHonEs) é: 2o sur
160 tmnsfcrts dans le qystéme solva.nt PMB & 20% de. buto*cy-z étha.nol

. l

ﬁ contre-courant sur 160 transferts 21 zo dans le systéme PMB é. ,zo‘,°' . Le rapport

Pu/Py permet d’estimer la longueur moyenne des ohgonucléotldes, de l’ordre de 4-5
pour, les fractlons extrémes, plus courte (2—3) pour les fractlons moyennes. Si l’on admet

fractxons extrcmes qont localwés au voxsmage des bouts de: chame des’ TRNA" hépa-
tiques. Les composés des fractions riches en G (fractlons 1 et 2 de la distribution &
contre-courant) seraient constitutives de 1’extrém1té 5’-p et des fragments isolées par
DanAs“’ et DI:LII-!AS LT BI:RTMAN% Les ohgonucléotldes 1snlés dans les fractmns

-OI-I des rRNA Am%x, la dlstnbutlon non aléa.toxre des olngonuc]éohdes 3 -exopyrl-

mldyllques des rRNA de f01e de Rat seralt doublee d’une mégale répar‘atlon topo-
grapluque o

lABLEAU III

coxvu’osrr!on EN BASES ET PARAMLTRES srnucrum\ux Drrs I"RACTIONS mr rRNA. uvmzox.vsf.

PAR LA RIBONUCLLASE PANCR)"ATIQUE LT DISTRIBUL A CONTRE-COURANT DANS LE svsrﬁME SOL~
vanT PMB (Fig. 5)

sttnbutlon A contre-courant: 160 transferts, 20°, systédme solvant PMB & 20% de butoxy-

éthanol. Les coefficients de partage sont calculés selon la formule 2. Chaque fraction rassembile le
contenu de huit tubes du ‘distributeur. La composition en’ bases est faite selon la techniquc de
dosage spcctrophotométnque dc FAS'r“ (von' Mrc'rnom;s)

i

[ I
R vl

" Fraction. o0 T S
2 4 6 ' 8 Sardd I'Io'if Gl 12’ ‘.~11"4\_'.~'"-'.J 1'6‘ ;.,-‘: v 18 A e
U,'%. ; 7.8 12,1 153  17.2 17.4 18.4 215 22.9 200
G. % 66.2 . 51.8 44.7 - 41.0 37.0  33.8 27.0 | 20.2 1.2
% o 13.7 22,0 2431 . 21.8 201 157 126 " 10.1 9.3
A% 1230 T4z 1590 204 255 321 39.0 46.8 6o
A(A +G), % 1577 2ns 26,5 ,_'33‘“: ), 408 ;f"f.,‘s o ;‘,.,‘{"59 1 "g-/'o o '85"6;";‘_
P /P ©3.6° 19 . 1,5 L5 ot 6" i 1.9, xgw‘ 2.3 T2
b '0.08 021 0,38 060 ‘0.90" . 135 zos 345 7o~
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I‘lg 6 Dlagrammc qemllogauthquuc donnant la, varlatlon du coefﬁcient de p'u't'tgc K cl ollgo-

ribonucléotides en fonction de leur tencur relative en A et G, Les valeurs de K sont indiquées

dans le Tableau II pour la courbe b ct dans le Tableau 111 pour la courbe a; cllcs ont été éta.blies

i vec le systéme solvant PMB & 20% dc butoxy-z éthanol
SRR, I :

I‘lg. 7. Dmgramme somlloganthmtque donnant la. vanatlon du cocfﬁcxent de partage x d’ohgo-

nboﬁucléohdes 3 -exopyrlmldylxques en fonction de la’ tencur'relative en’A et G. Les valcurs de

K'sont indiquéesidans letableau IV et ont été mesurées dans le svst«.mc solvant SAFE .\.pI-I 3 25
selon McConmcx BT, Docron‘ , : C St

I

T R . ' ! i

-----

’évolutxon ‘est lméalre pour l’ensemble des ohgonucléotldes tels que 2<mn <6, Les
résultats’ rapportés par ‘McCormMIcK' ET DOCTOR! autorisent l'établissement d’ une
courbe (a) d’allure semblable 4 la notre (voir Fig. 7). Les valeurs des coefficients de -
partage’ que nous avons calculés pour cinq oligonucléotides (Tableau IV), distribués
da.ns le systérne solvant salm .:AFE (sulfate d"lmmomum—aade acethue—form'mude-

TABLI:AUIV : ‘ T
N RAFI B ) "'- . .u:"_' N : v

:w.mmrcrnns smwcruxu.vx Drs. FRACTIONS DE. "-RNA-conz" annonvsrr PAR LA nmomucuﬁwn .

pmxcnrmnguz BT msramvt A CONTRE-COURANT DANS 'LE. SYSTEME SOLVANT SATFES .

MCCORMICK ET Docron‘ ont utilisé le systéme golvant SAFE: 1200 g de sulfate d' ammomum chs-
sout dans’4,000 ml d’eau contenant 40 ml d’acide acétique (pH final 3.25), 160 ml de formamide
et .1,600.ml d’éthoxy-2 éthanol. La distribution 3 contre-courant a été faite: sur 225 transferts..
Chaquc fractxon raqsemble le contenu de six tubes.. . ‘ .

byt R PR

' 157 - !8-8 195 ,f‘éS-B' 201 37.2 - 44
8.1 ‘jv 3.5 .' 20 1.8 17 2.2 3.
0, 074 o.14 o 210,34 052 . :"0'».7.‘7 5

7 ‘Cﬂ&ﬁét?ﬁs’&ié‘%6-7-‘.-.('!19..7.2>:=.7»7f-1'29_9
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éthoxy-2‘éthanol; pH 3.25) se placent sur la droite (b), saufle point représentatif du
nonanucléotide (Ap);(Gp)sCp, isolé de tRNA de levure, - N
. Les courbes (b) des Fig. 6 et~ expriment une loi générale de comportement des
oligoribonucléotides 3'-exopyrimidyliques dans un ‘‘systéme solvant salin’’ que décrit
la relation: - R EILET ET : - : o o

Clog K =c[A/(A +G)]+d o | (8)
et pour les dérivés 3'-exoguanyliques, la relation précédente est corrigée pour tenir
compte du poids des nucléotides pyrimidiques: : |

log K = ¢' [A/(A -+ G)] (Pu/Py) -+ d”
qui se simplifie en: -
Les paramétres ¢, ¢/, d et 4" dépendent de la nature du systéme solvant et dela famille
de composés nucléiques considérés. Dans 'ensemble homogéne des ‘tri- aux ' hexanu-
cléotides, la substitution d’'un G par un A se traduit par un doublement du coefficient
de partage. Les familles & chaine plus longue (8 < # < 15) auront une pente ¢ (ou ¢’)
plus forte. La substitution d'un seul’'nucléotide guanylique par‘un'nucléotide’ adény-
lique ‘aura un effet moins important sur I'augmentation du coefficient' de partage.
-+ La courbe (a) résulte de la superposition, -en ‘une fraction donnée du distribu-
teur & contre-courant;:d’un nombre fini‘d’oligoméres qui: différent . par leur longueur;,
leur composition et leur taux.dans I’hydrolysat. L'équation:complexe de cette courbe

 lgK=¢

L S T A

longueur de chaine, n

[

L P T Vo el )
R RAERIEE D O . . T

BRI TR T SN LA S U AR SIS R T R ST E S SN R T LU B CR N LI PR AR DA T F R VTR TR I A UP T
Tig. 8, Diagramme de filiation d’oligoribonucléotides. La valgur logarithmique des coefficients de
- partage JC, indiquées dans le Tableau II (20° et systéme solvant PMB A 209, de butoxy-2 éthanol);
~sont porgées en fonction de la longueur de chaine, #. L : S

i R R e T e R oo
S TS I D Y SRy S CrotiorEs
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est calculable & priori sil'on tient compte de l’ensemble de ces données, mais elle n’a
pas d intérét. g : ‘ ; o
~Nous-avons. déja remarqué que le coefﬁcwnt de partage est fonctlon de la
longueur,de la chaine.. Pour un ensemble d’oligonucléotides .(2 < in << 6),.1a Tig. 8
représente le diagramme de filiation ol la variation logarithmique du coefficient de
partage est une fonction linéaire du nombre # de nucléotides de la chaine pour deux
sous—ensembles d ollgonucléotldes engendrés par les formules suivantes:

An—-(1+y)GyPy - - L L (Io)
avecx+y=n-—1 | ‘ : |
AgGn-a+2)Py | (II)

Le sous-ensemble 10 est générateur des familles de droites & pente neg’ttlve,
I'autre des familles de droites A pente positive, puisqu’un G est substitué par un A. Ces .
familles de:droites définissent.un réseau de droites sensiblement paralléles Ce réseau
toutefois ne peut. étre étendu. sans précaution A des: composés.caténaires plus longs '
(n.=8).pour une:raison. simple., La substitution d'un nucléotide. guanthue par un
nucléotide adénylique n’a pas la méme valeur pour des ohgonucleotldes de longueur
de chame d1fférente :Cet-effet substitutif peut. étre déﬁm comme: : RN

! 6(G»A) log KA,,G l’y log KAz_HGy_ll’y e e ' (IZ)

s’ allonge. On peut‘ calculer, & l’a.lde des valeurs du Tableau I, que 6(G = A) -décroit
de 0.55 4 0.34 quand on passe du di- 3 I’ hexanucléotide.

DISCUSSION C

Deux des cing- paramétres structuraux determmant la valeur du coefﬁcwnt de
pa.rtage d’un soluté.ribonucléique de: petite taille apparaissent essentiels: la compo-
sition fondée sur le taux relatif de A et de G pour les composés 3 -exopyrmudthues |
et la longueur de chaine. La séquence n’exerce pas d'’ influence, notable‘.dans les
“‘systémes solvants salins”’. Il est actuellement trés difficile de chlffrer la contnbutlon
d’une structure secondaire ou tertiaire d’ohgonucléotldes naturels monocaténan’es :

- On constatera néanmoins que le nonanucléotide (Ap) 5(Gp),,Cp de la Fig: 7:a un
coefﬁment de ‘partage deux fois supéneur A celui de composés caténau‘es de deux- z‘m |
trois ‘nucléctides Plus’ ‘courts, mais de" composmon voisine, les (Ap)a(Gp)2Cp et
-(Ap)‘(Gp)2Cp 51tués sur la courbe (b). Dansle systéme solvant SAFE utilisé, 1a formule ‘
12 permet. d’attribuer une. valeur: posmve 0.16/4-.0.01. A Leffet: substitutif 6«; =AY
et de prévon' les: coefﬁments de partage des quatre autres hexa— et heptanucléoﬁldes,

‘ 1nd1qués par une barrette verticale sur la Fig. 7. Ce mode de calcul ne rend pas compte k
de la valeur élevée du’ coefficient de partage dei ce nonanucléotlde ‘Il -n'est pas im-
possible que cette différence:soit dfie & des mochﬁcatlons dans l'empllement des ‘Bases
uconsécﬂtwes a l’appantlon d’une structure spatlale partlcuhére. R L
: "'dlag 'mme de ﬁhatwn de\la Flg 8 permet de calculer le coefﬁcxent dej_

J-Chsomatogs.; 67 (i072)'a77-200 -
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log Ka,a,ey = (n—1) ag + log Ka + 3 by | (14)
= (n—1I)ay +log K¢ +-xb, - . | S (IS)
avec les valeurs numénques sulvantes pour le systéme solvant PMB cl 20% et ét 20°
az = 0.13 an = —0.15 - log KA 0.04
ba,-=—~028 ) by = —o0.35 log Kg = —0.26

Les. cqns I4 et 15 sont utilisables indépendamment 'une de l’autre, puisqu’elles cor-
respondent aux deux sous-ensembles définis par les relations 10 et 11,

On peut aussi faire appel & une relation simplifiée pour calciiler le coefﬁcwnt de
partage ‘d’un oligonucléotide de longueur # connaissant celui d'un autre oligonucléo-
tide de composition différente, mais de méme longueur et, inversement connaissant

le coefficient de p'u'tage d’un. compose nuclélque de longueur n”, ﬁxer les paramétres
x et y : . S .

108 Ky ygyuy, = 108 Ky, a- axi—b a (t6)

, ~Les relations précedentes ouvrent deux apphcatlons mtéressantes au pomt de
vue préparatlf et analytique. A I'exemple de l'utilisation de la distribution &:contre-
' courant a:l’échelle semi-industrielle pour purifier les peptides, il.devient possible:de
faire appel & la chromatographie de partage préparative:sur.colonne et/ou A la distri-

bution & contre-courant dans un ‘‘systéme solvant salin’’ - pour -préparer:en ‘grande
- quantité des: 'oligonucléotides de composition et de-longueur bien:définies. Comme
nous le montrons ailleurs2., la combinaison de cette technique prépa.ratlve avec:la

chromatographie échangeuse d’ions en milieu acide autorise le fractionnement de
‘quatre sur huit des trinucléotides 3 -exopynmldthues, six sur neuf des trinucléo-
- tides 3’-exoguanyliques, la moitié des seize tétranucléotides. 3’ -exopyrnmdyllques et
- dix sur vingt-quatre des tétranucléotides 3’-exoguanyliques. -~ -

A I’échelle analytique, nous travaillons actuellement & réahser des empremtes
sur couche mince d’oligoribonucléotides?? en procédant A une électrophorése A'pH
- .acide dans la premiére dimension et, dans la deuxiéme dlmensmn ‘A" une chromato-
graphie de partage avec un systéme solvant basique contenant du méthoxy-z éthanol.
De telles empreintes autorisent l'identification-directe d’ohgorlbonucléotldes (com-
. -position et longueur), en relation avec, le diagramme dela Fig.. 8. PRV
. Au point.de vue théorique; il: devient: possible d’ad]omdre aux techmques phy-
siques d’étude des blopolymeres h mesure et I'évolution du coefﬁc1ent de partage. En
. milieu de force ionique trés élevée (systémes solvants salms) ‘ou en milieu de force
* jonique faible"(systémes solvants organiques), on.peut- confirmer la nature. hydro-
- phile, du couple de ba.Ses G-C dﬁe é, son. momenty 'dlpolalre élevé et la nature hydro-
- etde: la. structure: seconda.u'e de. courts fragments r1bonuclélques et: de tenter de
~ chiffrer. la, contribution de ces derniers paramétres: 3 la constante d’équlhbre d’une
-“-f'_»chame r1bonuc1é1que au contact de solvants organiques polalres Les: connmssances
i:acquises. . dans ce domaine . seront -exploitées- pour ‘une’ meilleure conn'.;ussance des
' ‘:édlﬁces macromoléculmres plus complexes comme les tRNA“ P

Syt o

b [ L
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RESUME

On a étudié le comportement de trente et un oligoribonucléotides 3'-exoguanyli-

ques et 3'-exopyrimidyliques dans un ‘‘systéme solvant salin’’ utilisé pour la distri-
bution & contre-courant des RNA de transfert, constitué de tampon au: phosphate
de potassium 1.50 M pH 7.0, de méthoxy-2 éthanol et de butoxy-2 éthanol. On donne
les isothermes: de partage de di- et de trinucléotides. On a procédé & des-distributions
A4 contre-courant de tétra-, penta- et hexaribonucléotides obtenus par actlon de la
ribonucléase pancréatique sur du RNA ribosomique de foie de Rat.
.+, ... On décrit la contribution fondamentale de deux. paramétres de structule la
composmon nucléotidique et la longueur de chaine (n) ont été évalués A partir des
coefficients de partage (K) & 20°. Le logarithme du coefficient . de partage - (log K)
des: “oligoribonucléotides ' 3'-exopyrimidyliques varie linéairement -avec ‘les taux
relatifs en: Ap et Gp, exprimés par le rapport Ap/(Ap '+ Gp); log K pour:les oligori-
bonucléotides 13’-exoguariyliques est.une fonction de-rapport' A/Py. Log K est aussi
‘une fonction-linéaire-de » (avec 2 <'#m:<<%) pour des composés nuclélques du type
(Ap)m(Gp)yPyp avec x:+-y:==n — I. Les isoméres séquentiels ne sont pas dlfféren-
cmbles La portée théorlque et prathue de ces résultats est dlscutée S
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